| 第 32 卷 第 1 期 fe th 学 R Vol. 32, No. 1 
1989 年 2 H ACTA ENTOMOLOGICA SINICA Feb., 1989 





oH A sa A ROTATE | 


iW aA 


CoA EMI OAT, EA) 


HOR ”分别 测定 了 淡色 库 蚁 《Culex pipiens pallens) 敏感 品系 (SEN) 及 政 百 虫 抗 性 品系 (RD) 
肉 成 蚁 的 乙酰 胆 碱 醋 酶 CACHE) 对 令 代 乙酰 胆 碱 〈ATch) 的 米 氏 常数 (Ke) 和 最 大 反应 速度 《V mar)o 
SEN 上 峻 成 蚊 头 部 AchE 的 Ky, = 1.2X107-*mol/L, V mars = 7.7 X10 mol/L 《产物 );， 胸 部 的 Ka = 
0. 8X107*mol/L, V max 一 0。 5% 10-*mol/L 《产物 )。 RD HE ERT AB AchE 的 Kw 二 5.7X10*mollL, 
V max = 25X 107 ‘mol/L (产物 ); 胸部 的 K n =0. 8X 107 ‘mol/L, V mar ™9.5X10°mol/L (产物 )。 结 果 
表明 : 1. SEN 和 RD 二 者 的 肉 成 蚁 ,它们 自身 头 、 胸 间 AchE 是 不 同 质 的 ,是 以 同 工 酶 的 形式 存在 ， 因此 
”RD 肉 成 蚊 头 部 AchE 的 性 质 与 SEN 肉 成 蚁 的 头 部 有 显著 差异 也 是 由 AchE 同 工 酶 的 变异 所 造成 .2. RD ， 
肉 成 蚊 头 部 AchE 在 量 上 与 SEN 间 也 存在 明显 的 差异 。 因 此 可 以 认为 RD RM ALE NEER 
主要 机 理 是 头 部 AchE 在 质 和 量 上 产生 了 变异 。 GF RARE FA ARR ES A URIA FS 
靶子 酶 ,因而 不 是 敌 百 虫 抗 性 产生 的 主要 原因 。 
关键 词 KEEN BE tit CE | 


绝 大 多 数 近 代 化 学 杀 虫 剂 ,如 有 机 磷 剂 、 AHR ROAR LUI 
虫 菊 酯 类 等 ,都 是 作用 于 动物 体 的 首要 靶 组 织 一 一 神经 系统 ,这 是 哺乳 类 动物 及 昆虫 最 敏 
感 也 是 最 脆弱 的 部 位 .不 同 药剂 作用 于 神经 组 织 的 不 同 部 位 ,因而 产生 抗 药性 的 机 理 也 有 
所 不 同 。 有 机 磷 剂 和 氨基 甲酸 酯 类 主要 作用 于 胆 碱 能 激 性 的 神经 系统 ,尤其 是 对 AchE 的 
抑制 作用 。 大 量 使 用 有 机 磷 剂 ,使 昆虫 群体 的 AchE 处 于 药剂 选择 压力 的 影响 下 , 浓 集 了 
昆虫 群体 中 对 有 机 磷 剂 产生 敏感 度 降低 的 AchE 基因 频率 ,从 而 导致 昆虫 对 有 机 磷 剂 的 
抗 性 。 据 1985 年 的 统计 ， 全 世界 对 各 类 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 农业 害虫 已 达 400 种 (Robert, 
1985), 而 1980 年 的 统计 表明 产生 抗 性 的 卫生 害虫 是 171 h(E ASEM, 1982)。 H 
前 至 少 已 有 571 种 害虫 对 不 同 的 杀 虫 剂 产生 了 抗 性 ， 其 中 对 有 机 磷 及 氮 基 甲酸 酯 类 产生 
抗 性 的 大 约 有 250 种 以 上 。 但 根据 资料 由 于 AchE 敏感 度 降 低 而 引起 对 有 机 磷 剂 或 氨基 
甲酸 酯 类 产生 抗 性 的 仅 有 7 种 ,其 中 还 包括 疯 (Hama, 1982)， 此 数字 仅 占 抗 性 害虫 总 数 
的 1%, 著 把 抗 性 品系 也 统计 在 内 , 则 所 占 比 例 更 低 。 尽 管 这 类 抗 性 在 全 世界 就 其 危害 程 
度 目 前 还 处 于 次 要 地 位 ， 但 用 以 研究 酶 与 基因 突变 关系 来 进一步 探讨 抗 性 形成 的 原因 却 
具有 很 重要 的 理论 意义 我们 设想 这 250 种 抗 有 机 磷 与 氨基 甲酸 酯 类 的 害虫 , 除 已 报道 的 
由 于 解毒 酶 的 作用 或 靶子 酶 敏感 度 降 低 所 引起 的 抗 性 机 理 外 ， 必 然 还 有 一 些 新 的 抗 性 机 

理 未 被 发 现 。 本 文 仅 就 有 机 磷 抗 性 与 AchE 的 关系 来 探讨 这 种 抗 性 机 理 存在 的 可 能 性 。 


材料 与 方法 
LERRA KERN (Culex pipiens pallens) 敏感 品系 《SEN) RRA RH HE 


AMT 198642 8 月 收 到 。 . 
本 文 图 表 均 由 林 爱 莲 同 志 覆 墨 ,特此 致谢 。 
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品系 (RD) BBWS BRE S. 1980), 
2. 试 神 ” 矶 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 〈ATch)， 系 ROTH 产品 ; Bee (Eserine); 无 色 

mA Fluka 产品 , 纯 ，5，5 -Dithio-bis (2-Nitrobenzoic Acid) BI] DTNB, ® ROTH 
“rn 

3. 方法 分 别 收集 实验 室 饲养 的 羽化 3 一 5 天 的 SEN 和 RD ERRET, HERE RR 
用 冰箱 的 低温 格 中 冷冻 片刻 , 然后 埋 在 冰 中 再 冷冻 1 小 时 以 上 ， 用 刀片 快速 审 下 头 和 胸 ， 
分 别 置 于 4 个 1.5 毫升 的 玻璃 勾 浆 器 中 。 每 300 RM HS, MA 0.75 BF 0.1 mol/L 
pH7.5 的 磷酸 缓 溃 液 ( 含 0.5% 的 Triton X-100) 中 ; 另 每 300 RIERS AMA 1.5 中 
升 的 上 述 绥 冲 液 。 然 后 置 于 冰 浴 中 旬 浆 5 分 钟 ,用 3,500 转 /分 离心 15 分 钟 , LEE 
GGA It PRMD WS ARE g 

AchE 活力 测定 : R Ellman 法 (1961) 稍 加 修改 。 反应 系统 含有 :; ATch IX 
10°mol/L, DTNB 1 X 10™°mol/L, 0.1mol/L pH7.5 的 磷酸 缓冲 液 ,再 加 入 适量 的 酶 溶 
小， 最 后 体积 为 5 毫升。 在 37%C 反应 5 分 钟 后 ,以 12 X 10™molfL ERAI 1 毫升 终 
止 反 应 ,在 412nm 下 进行 比 色 测定 , 比 色 计 为 上 海 分 析 仪 器 厂 72 型 分 光 光 度 计 。 在 同 祥 
反应 条 件 下 DTNB 显 色 的 克 分 子 消 光 系 数 为 1.36 X 10™*mol/L， 根 据 此 数字 计算 由 酶 
反应 生成 产物 量 表示 酶 活力 或 酶 反应 速度 。 | 

蛋白 浓度 测定 : Lowry (1951), 

用 Michaelis-Menton 方程 的 双 倒 数 作 图 法 求 得 米 氏 常数 《Ks。) 和 最 大 反应 速度 
(Vinax)o 


结 采 与 讨论 

我 们 曾 对 提纯 的 RD 肉 成 蚊 的 羧 酸 酯 酶 〈CarE) 进行 过 测定 , 结果 证 实 这 是 一 种 只 
水 解 有 机 磷 剂 分子 中 的 羧 酸 酯 键 而 不 能 水 解 绝 大 多 数 不 含 羧 酸 酯 键 的 有 机 磷 剂 的 水 解 酶 
(RMS, 1982) ,因此 命名 时 既 不 称 它 为 磷酸 酯 梅 (P-ase)， 也 不 称 具 有 水 解 广 谱 有 机 磁 
底 物 的 次 酸 醋 酶 ,而 是 根据 其 特性 直接 命名 为 马拉松 法 酸 杉 滥 (Malathion-CarE)。 作者 等 . 
在 用 ”*C 标记 的 马拉松 进行 RD 及 SEN 的 药 寞 穹 透 代 谢 研 究 中 也 证 实 Malathion-CarE 不 
能 水 解 P-ase 键 ( 唐 振 华 等 ,1980)。 姜 家 良 等 (1984) 曾 测定 过 RD 及 SEN 二 者 的 P-ase， 
发 现 它们 间 的 活力 并 无 明显 差异 ， 也 证 实 了 Malathion-CarE 不 能 水 解 P-ase AY IEW 
( 陈 巧 云 等 ,1980)， 尽管 在 此 情况 下 的 反应 条 件 并 不 是 Malathion-CarE 的 最 适 条 件 。 

ERREI t EEE ARE. AA RD 对 有 机 磷 的 抗 福 机 理 似 乎 与 好 虫 
类 似 , 从 而 推测 蚜虫 体内 也 存在 伪 胆 在 酯 酶 ( 黄 刚 等 ,1982) ,此 推测 后 被 Brestkin (1985) . 
所 证 实 。 但 必须 指出 的 是 ， Devonshire 和 Moores (1982) 所 阐明 的 桃 蚜 CarE 具有 水 
解 广 谱 底 物 的 能 力 不 能 作为 提纯 RD 的 CarE 也 是 具有 这 种 性 质 酶 的 依据 ,我 们 用 事实 证 
AA RD 的 CarE 与 桃 是 的 CarE 在 性 质 上 确 有 了 明显 的 不 同 。 

按 Mills 和 Lang 法 (1972) 测 定 刚 羽化 肉 成 蚁 的 酸性 P-ase 3871, TERR RD HER 
蚊 的 酸性 P-ase 活力 无 差异 , 说 明 该 酶 对 RD 产生 抗 性 亦 非 主要 的 。 

ALR BBE YS Malathion-CarE FANERA RRR ER RES A BLA PEE De. 
的 可 能 性 。 据 上 此， 我们 对 另 一 种 有 机 磅 剂 的 怒 子 酶 一 一 4chE 进行 了 其 在 抗 性 形成 中 机 
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理 的 研究 。 
首先 ,我 们 从 昆虫 整体 对 RD 及 SEN MERDO REPEK EREN T Le 结果 发 现 二 
者 AchE 的 活力 确 有 一 定 的 差异 (图 1)。 
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测定 时 间 ( 分 } 
图 1 RARER RD 和 SEN MERIA Ache gi ARIE 
@--@ SEN epkdeiy Acht 站 为 O—O RD 时 成 至 和 站 AchE pay 

Ali ae, RD a AchE 汐 活力 高 于 SEN frit e, Mil T RH A 
BUR — AP YALE, BU PAREA be EPL OR ECE BS ABE AChE 的 生物 合 
成 。 ees Ee eT bi 成 原 国 的 进一步 认识 。 

为 了 殉 精 俩 的 了 解 ,我 们 又 分 别 测定 了 RD 和 SEN 歇 成 蚊 头 及 胸 不 同 部 位 AchE 的 
CE 1)。 

家 1 SRR HH, RD 网 成 蚊 头 部 AchE 的 活力 是 SEN 峻 成 蚊 头 部 的 2 们 ,而 其 胸部 
AchE 的 活力 也 商 填 SEN 峻 成 发 。 但 由 于 胸部 蛋白质 含 最 正好 高 出 头 部 2 o WAR 
BEM SAM AchE 的 浓度 实际 上 要 高 于 胸部 。 因 此 ,在 RD ERBA LR PES HEA Ii 
部 AchE 的 直接 相关 中 , 汰 部 显得 比 胸 部 看 为 里 蝇 。 

Ml KERR RD 与 SEN RRRA AchE 的 活力 比较 





CREAMY CACHE) FES Penk Cmol/L)/ 法 或 胸 /5 srih (37°C )* 
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“PEFR TA CBI AE Ee EMAR EA RS R 求 出 各 目的 Ke 和 Vina 值 
从 动力 学 角度 进一步 分 析 了 RD 和 SEN 的 AchE fel Alt DAR mR WR? NR 
2)o 
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图 2 RD 5 SEN MERIKA Koa 及 Yuanz( 双 倒数 作 图 法 ) 
O—o SEN 浴 成 蚁 头 部 的 AchE @— e RD 此 成 蚁 头 部 的 AchE 


2 由 图 2 求 得 及 D 与 SEN RIELE AchE Ay KaR V a t 








米 民 常数 -最 大 反应 速度 
K (mol/L) . V mòl mol/L.) 
1.2 %10-* 767X107 


-RD 347 X107 25x10- 
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图 3 RD 与 SEN MERRIE AchE AY Km 及 V me CSUSB ERED 
O—o SEN #HERtareeY AchE @——e RD 纵 成 疏 胸 部 的 AchE 
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w3 由 图 3 求 得 RD 与 SEN ERRER AchE 的 RV, {il 





胸 g 米 氏 常数 最 大 反应 速度 
mR, K,(mol/L) ' V max€ mol/L) 
| 
SEN 0.8%10-* 6.51075 


RD 0.8% 107% 9.5x%107° 


动力 学 分 析 表 明 ，RD IERRA AchE 的 Ks 值 , 净 高 出 SEN 约 4 倍 ， 而 Vinx A 
高 出 约 2 信和 多 ,从 而 显示 RD 座 成 蚊 头 部 AchE 在 质 和 量 上 较 SEN Ey BAD Be Fo 

但 是 从 二 者 胸部 测 得 的 结果 与 头 部 测 得 的 绪 订 有 着 显著 的 莹 寞 ( 兄 图 3 和 表 3)。 

图 3 FU 3 的 结果 表示 出 ,二 者 胸部 的 Ks 值 相 同 , 部 为 0.8 X 10-mol/L， 阅 明 在 质 
上 其 AchE 并 无 差异 ， 至 于 胸部 的 Vma fo. RD 仅 略 高 于 SEN 的 约 44 多 。 这 说 明 酶 量 
AS ra AB eH A 

Hyh ERE 2 AR 3K, EEA TE LE Beit UTR OL, SEN ERRAR AchE 的 
Ka = 1.2 X (0“mol/L, fii AchE 的 Ka = 0.8 X 10™mol/L; 而 RD 的 Ks WH 
为 57 X 10 “mol/L ALO8 X 10 mol/L, LR HERD TTL MS. 1 AI 
之 上 | Ache Foti aE AI, ISG Ss REZIA AchE SELL TRE ORTER; 20 
胸部 AchE 的 Ks H TA DE SA I Zr ee ETE SRS, SOIL, RDO, 
Hi ZBL 6 He. 而 SEN 只 超过 0.5 i; 3. RD 的 Ka 信 一 一 5.7 X 10“mol/L Gry 
出 SEN iy Ka 值 一 一 1.2 X 10-mol 几 的 4 倍 , 所 以 毫 无 异议 RD 与 SEN AchE 质 的 其 
Berk BREE SLI AchE 同 工 酶 的 变异 所 造成 ， 这 也 就 是 我 们 前 面 如 到 的 “在 有 机 柄 抗 狂 
形成 中 冻 部 显得 更 为 重要 ”的 原因 。 经 初步 试验 还 证 明 ， 淡 色 库 蚁 的 马拉松 抗 性 品系 
(Ra) 也 存在 同样 的 类 似 语 况 , 这 将 另 文 发 表 。 

对 以 上 所 述 还 需要 补 充 二 点 : 1. 在 测定 谷 胶 甘 肽 转移 酶 时 ， 应 游 碟 记 昆 里 体内 除 含 
RR REE AS), TRE RE RIN La CORE ARE). CHS A 
RERE RR SHER TST BORA AME, ERM OE 
A PAI TR EE AE TON. UI A Do te PER DATS PR EIA EE oP a se 
iy (Ball, 1966). 2. RRD RE Poth CARE ae PSR DO AchE 是 以 咨 解 状态 存在 外 ，、 
绝 大 光 数 生物 体 的 AchE 是 以 黎 结 合 的 形式 存在 十 神经 细胞 尽 红 血球 上 ， 因 此 , 如 敬 研 
ATIL AchE 的 真正 性 质 , 必 须 用 加 有 增 溢 齐 ( 如 Triton X-100) 的 缓冲 液 , 先 把 AchE M 
腊 上 深 解 下 来 , 才 有 可 能 作 动 力学 的 比较 研究 , 若 无 此 步 又 和 而 单 用 燕 饮 水 抽 提 ( 姜 家 良 站 ， 
1980)。 则 绝 大 部 分 AchE 仍 与 腊 结 合 而 求 抽 提 到 溶液 中 ， 这 样 所 得 的 结果 显然 不 能 及 
本 和 并 明 AchE 突变 与 RD 峻 成 蚊 对 有 机 磷 产 生 抗 性 这 一 机 理 的 真实 情况 。 

众所周知 ,有 机 磁 及 氨基 甲酸 栈 类 杀 虫 剂 结构 的 设计 及 合成 , 主 归 是 依据 乙 酌 胆 碱 EL 
及 AchE 分 工 的 结构 而 定 的 , 事实 说 有 明 RD 对 有 机 柄 产生 抗 狂 明 重 要 的 因 求 是 AchE 在 
质 和 证 上 的 变异 所 致 ,实验 证 明 RD 网 成 虫 的 AchE 不 被 或 不 易 被 这 类 杀 虫 齐 所 抑制 ,从 
而 使 神经 传导 不 能 被 阻 断 ,这 就 是 导致 对 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 原因 , 而 已 知 蚊 虫 中 只 有 肉 蚊 
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是 吸血 和 传播 疾病 的 媒介 ， 因此 应 特别 重视 雌 成 改 中 AchE ASHEN. 因为 它 对 - 
:人 类 健康 危害 的 影响 特别 大 ,并 给 防治 带 来 更 大 的 困难 。 | 
”由 于 AchE 产生 变异 而 使 它 的 活力 显著 提高 ,从 而 延缓 了 有 机 磷 剂 有 效 作用 时 间 , 也 ,， 
就 大 大 地 提高 了 一 切 解毒 酶 的 表 观 活力 。 再 加 上 荣 些 修饰 因子 如 表皮 对 杀 虫 剂 穿 透 度 的 : 
.降低 等 就 使 RD 抗 性 以 几何 级 数 的 倍数 增长 。 此 时 昌 然 Malathion-CarE 含 世 较 高 , 但 
它 只 是 起 蛋白 质 吸 附 一 部 分 杀 瑞 剂 的 作用 ， 当 然 这 也 能 部 分 地 减缓 杀 虫 剂 对 神经 组 织 的 ; 
DA EEEE E T RATEBEER EN E EAA RER TITAAN. 
成 所 起 的 关键 作用 ,总 的 来 说 它们 之 间 的 关系 是 相辅相成 的 。 
ET RD HOLA SELAH, ULE AcE BERRET ANNARS $ 
的 抗 狂 机 理 , 因 此 在 实 际 应 用 中 特别 应 注意 以 下 几 点 : 
1 ENERE RIERA IAEE, BE Cok RENAE 
机 理 。 
72. 即便 测定 了 AchE， 世 无 法 确定 贸 外 单 只 RIES BA} Se He LL 所 得 音 只 Dace 
在 该 抗 福 指标 时 是 纯 合子 还 是 杂 合 子 。 REAMPBRAKERRAEREEM TE 
“最 然 浓缩 了 自然 界 日 已 存在 的 少量 抗 性 基因 ,但 由 于 多 变 的 环境 因素 ， mtema : 
不 绕 一 和 使 用 方法 不 当 、 漏 掉 的 死角 以 及 外 源 的 迁 人 等 , 除 特殊 情况 外 (如 蚜虫 等 )， 
BROT RAPE LEGO T EI WOMAN ASE BAER ent 
OWED BA RAT MEE, EME AG El ROE. Mi 
法 能 灵敏 地 测 出 其 抗 性 程度 时 ， 抗 性 已 极 高 ， 而 这 通常 只 有 在 实验 室 处 理 条 件 下 才能 这 
Blo 这 是 因为 高 抗 性 是 抗 几 基 因 在 高 浓度 杀 虫 剂 不 断 作 用 下 得 到 充分 表达 而 大 最 合成 诱 
导 酶 的 结果 。 但 在 野外 防治 中 根本 不 可 能 用 这 样 高 浓度 的 杀 虫 剂 ; ,这 个 道理 是 显而易见 
的 。 因 此 用 酶 法 把 在 野外 群体 中 测 得 的 抗 性 划分 为 低 \ 中 ,高 三 个 层次 系 人 为 ， 充 其 量 也 .， 
只 是 反映 客体 中 个 体 阅 的 差异 ,而 这 种 个 体 间 的 差异 在 任何 生物 余 体 中 部 存在 , 它 不 反映 
质 的 差异 。 : 
3. REMAK 果 我 们 认为 ， 防 治 淡色 库 让 对 政 百 虫 的 搞 性 ， 应 从 其 ,AchE FERIE 
“ 序 ( 幼 虫 < 雄 成 六 天 此 成 蚊 ) 来 券 虑 。 因 此 用 相同 剂量 杀 虫 剂 防治 效果 的 顺序 应 是 幼虫 > 
ERRERIK H4, 如 能 在 杀 贝 剂 中 加 入 某 些 AChE 的 抑制 剂 ( 增 效 齐 ), 将 会 大 大 
:提高 防治 效果 。 
这 里 还 需 若 重 提出 的 一 点 是 ， 中 央 神 经 系统 是 生物 机体 中 占 支 本 地 位 的 一 个 最 重要 
的 器 官 ,作为 与 神经 传导 作用 密切 有 关 的 酶 , 它 的 变异 幅度 不 可 能 也 不 允许 太 大 ， 否 则 就 
会 改变 中 央 神 经 系统 执行 正常 指挥 和 调节 的 功能 ， 使 整个 生物 机 体 的 功能 陷于 紊乱 而 致 
死 。 因 此 和 其他 的 酶 系统 不 同 ，AchR 的 活性 那 怕 只 增加 0.1 们 ,就 有 可 能 的 得 上 其 他 多 
- 壹 酶 活力 增加 几 十 倍 甚至 几 百倍 所 产生 的 效应 。 这 就 是 为 什么 AchE 的 Ka 和 Vinox 从 表 
观 值 看 似乎 增加 不 大 而 在 抗 性 产生 中 却 能 发 挥 如 此 巨大 作用 的 原因 ， BAT Ek 
O . 殊 酶 系 所 具有 的 特殊 性 质 及 所 发 挥 的 特殊 作用 。 
我 们 深信 , 随 着 对 害虫 有 机 磷 抗 性 机 理 的 深入 研究 ,今后 因 AchE 活力 提高 而 引起 有 
机 磷 高 抗 竹 的 害虫 种 类 会 不 断 增加 ， 还 可 能 会 发 现 其 他 的 有 机 磷 抗 性 形成 的 新 机 理 。 同 
-时 我 们 还 认为 ，RD 的 胆 碱 能 激 性 神经 系统 的 高 度 发 展 ， 可 能 导致 运输 金属 离子 的 ATP 
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ON THE MECHANISM OF DIPTEREX RESISTANCE IN CULEX 
PIPENS PALLENS COQ. 


Huano Gane Huvane PIN-JIAN 


(Shanghai Institue of Entomology, Academia Sinica, Shanghai) 


The activity of acetylcholinesterase (AchE) in the female adults of the susceptible strain 
(SEN) and resistant strain (RD) of Culex pipens pallens Coq. was determined. By comparing 
the values of Ka and Vma of the enzymic activity in the two strains, we draw the following’ 
conclusions: 

The head AchE. is structurally different from the thoracic AchE in the both strains. Struc- 
tural difference exists also in the head AchE of RD and SEN, but not in the thoracic AchE of 
the two strains. The Vmax Of the head AchE activity of RD is about two times higher than 
that of SEN, but that of thoracic AchE of RD is only half that. of SEN. Therefore the major 
mechanism of resistance towards organic phosphorus insecticides of RD resides in the structural 
and quantitative variation in the head AchE. 

The RD has an acid phosphatase activity equal to that ef the SEN, but it contains the 
enzyme malathion-carboxylesterase which displays the following two characteristics: (1) It can 
hydrolyze malathion and other compounds containing carboxylic bond but not phosphatester 
bond. (2) It contributes to the resistance of RD towards the insecticides by its absorptive effect. 
These characteristics make the resistance of the RD belong to the weak type. Therefore the enzyme 
does not play a major role in the resistance mechanism of that strain. 

Key words Culex pipens pallens Cog.—dipterex 
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